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Summary
Orotatephosphoribosyltransfbrase（OPRT)ｉｓａｋｅｙｅｎｚｙｍｅｉｎｔｈｅａｎａｂｏｌｉｓｍｏｆ
５－fluorouracil(5-FU),anditsexpressionintumoristhoughttoincreasetheefficacyof
５－FUagainstthetumor8
TbdetecttheOPRTprotembyimmunochemicalmethods,wepreparedhigh]b7
specificantibodiestothepeptiｄｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｈｕｍａｎＯＰＲＴａｍｉｎｏａcidsequence，
andtherewasapositivecorrelationbetweenOPRTactivityandprotemcontentinl2
humantumorxenografts・
ThesandwichELISAsystemestablishedusingtlleseanti-OPRTpolyclonal
antibodieswassigni丘cantlycorrelatedwiththeOPRTenzymeactivitiesinhuman
gastrictumortissues、
TheseresultssuggestthatimmunohistochemicaldetectionoftumoralOPRT
proteinexpressionwithouranti-OPRTantibodiesmayprovideausefUlmethodfbr
predictingtheclinicalresponseto5-FU-basedchemotherapy
Introductiom
Anumberofenzymeshavebeenshowntobeinvolvedinprocessofactivationand/Or
degradationof5-fluorouracilandtheyarepotentialcandidatesfbrpredictmgfbLctorsof
chemosensitivityto5-fluorouracl
Especially）ＯＰＲｒｉｓａｌＫｅｙｅｎｚｙｍｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｆirst･stepactivationprocessof
5-Huorouracilandtherefbreｉｔｈａｓｂｅｅｎｓｈｏｗｎｔｏｂｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｅnzymethatenables
topredictsensitivityto5-fluorouracilanditsrelatedderivatives．Therefbre，the
establisllmentofthesensitiveimmunologicalmethodsfbrmeasurｍｇＯＰＲＴｅｘｐｒｅｓｓｍｇ
ｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈｉｔｓａｎtibodywouldprovideaconvenienttoolfbrestimationof5FU
sensitivityb
lattemptedtopreparethehigll-specificanti-OPRTantibodiesandestablishthe
detectionsystemusingtheseantibodies．
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M2teTMg2ndMetlnoCls
Antibodyproduction：
Rabbitswereimmumzedwithsyntheticpeptides(Fig.1)．Thesepeptideswere
conjugatedtothyroglobumnthroughadditionalcystemeresidueattheN-terminus・
TheobtamedantiserawereaffinitypurifiedwithasepharosecolumncoUpledwitllan
immunogenpeptide．
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Immunoblottmg：
CemysateswereappliedbySDS-EAGE，andtransfbrredtoPⅥ〕Fmembrane・
Afterblockingtheblot，themembranewasincubatedWithAnti-OPRTantibodies・
B1otswereincubatedwith2ndantibody）andsignalsweredetectedby
chemilummescence・ ThebandimageswerenumericanyquantifiedwithScion
lmage(USNationallnstitutesofHealth)．
MeasurementofOPRTactivity：
Thereactionmxturescontamed50mMIhGis-HC10DH8.O),100ｍＭＮａＥ５０ｍＭ
ＭｇＣ１２,４０ｍＭＰ－Ｒｉｂ－ＰＥ５ｍＭＤＴｍ２０ｍＭ[6-14C]-5-FUand501Lofenzymeextractin
afinalvolumeoflOOlLwereincubatedat３７℃ｆｂｒｌＯｍｍ．TheOPRTactivitywas
estimatedtheradioactivityofphosphorylatedfbrmof5-FUdetectedbyradio-HPLC．
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Immunohistochemistry：
Thetissuemthesmewasdeparaffinized，andendogenousperoxidasewas
inactivated．AfterovernightemosuretotheOPRILCantibody（１ｍｇ/mLasthe
prunaryantibody)ａｔ４°Ｃ,thetissue-slidewasanowedtoreactwithreagentcontaimng
HRP-labeledanti-rabbitlgGgoatpolyclonalantibodyb Colorizationwith
3,3'一dianmnobenzidmeoftissueslicewasachievedfbr5minatroomtemperature,and
counterstainmgwasperfbrmedbynuclearstaimngwithhematoxylin．
F1uorescenceimmunostammg：
Humanfibrosarcoma-derivedHT1080cellswereculturedonsilane-coatedglass
slides,and24hafterseedmgtheywerefixeClatroomtemperaturefbr30minwith４％
parafbrmaldehyde･phosphatebuffbr．Thecenmembraneswerethentreatedｗｉｔｈ
０２％mPitonX-100-phosphatebuffbrfbr１０ｍｍ，andafterexposuretoanti-OPRTLC
antibodyatroomtemperaturefbrlh,fbllowedbyAlexaF1uor'488-labeledanti-rabbit
lgG-goatpolyclonalantibody)thesmdeswereexaminedwithafluorescencemicroscope．
ｎｍＳＡ：
ThetissueextractswereaCldedtotheanti-OPRTantibodiescoatedEIAplates,and
mcubatedfbrlhoumAfterwashmgｂｙＰＢＳ(-),theHRP-1abeledanti-OPRTantibodies
werereactedfDr30mm「AfterwashingbyPBS(含),theOPDsolutionwasadded,and
reactedfbrl5血､．OD492nmwasmeasuredtoestimatetheOPRTproteinlevel．
OPIWrprotemwascalculatedbyusmgstandardsample(MDA-MB-435S)．
Results
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AntibodySpecificityandReactivity:、
ＯＰＲＴｉｎｈｕｍａｎｔｕｍｏｒＬＯ１１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅdasasinglebandatthepositionｏｆ５２２
ｋＤａ(Fig.3)．TherelationshipbetweenOPRTactivityinthesetumorsandtheOPRT
proteincontentsdeterminedbyimmunoblotusmganti-OPRTCantibodyshowed
positivecorrelation(R2＝0.632,Fig.４)．
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Detection
Antibody： もｈＱごｈ⑳7－５
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Fig.４Correlationwithimmunoblotandenｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
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Applicationfbrlmmunohistochemistryも：
Theintensityofimmunoreactivityofcancercellswasstrongerthanthatoftheir
normalceUs（Fig.５)．Intracenularlocalizationinculturedhumanfibrosarcoma
HT1080cellsrevealedstrongimmunOstainmgsitesmtheperinuclearcytoplasm,ａｎｄiｔ
appearedtllatOPRTmaybelocalizedaroundthenucleus(Fig.６)．
i蕊霞
Fig.５１mmunOllistochemistryofhOPRTinhumanbladdercancertissues．
CompositeAlexaFluor⑧488
Fig.６１ntracellularlocalizationofhOPRTinHT1080humanfibrosarcomacellline
Ｉ」
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EstablishmentOPRTEIJSAo
Themosthighestsensitivitywasaquirｅｄｕｓｉｎｇａｎｔｉ－ＯＰＲＴＡａｎｄａｎｔｉ－ＯＰＲ'ILC
antibodyasthedetectionandcoatingantibodyrespectively（Fig.７)．TheOPRT
activitiesmeasuredin65gastriccancertissuesweresignificantlycorrelatedwithOPRT
proteinlevelmeasuredbyELISA(r2＝0664,Fig.８)．
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Fig8CorrelationwithELISAandenzｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＯＰＲＴｉｎｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉccancer
tissues．
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Conclusion
Theanti-OPRTpolyclonalantibodiesobtainedbyimmunizingrabbitswiththe
OPRTpeptideshadhighspecificityfbrtheOPRTprotein・ Theanti-OPRTLC
polyclonalantibodycanbeappliedfbrimmunostainingfbrOPRThighlyexpressingin
humaｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ ＴｈｅｓａｎｄｗｉｃｈＯＰＲＴＥＬISAusinganti-OPRTAandC
antibodieswasmostsuitablefbrdetectionofOPRTproteininhumantumortissues、
TheimmunochemicalquantificationmethodofOPRTmightbeusefUlfbrtheprediction
ofsensitivitytofluoropyrimidine-basedanticancerchemotherapyb
学位論文審査結果の要旨
５－HuorouracU（５－FU）系抗癌剤は古くから固形癌の治療に使用されてきたが、最近になりＴＳ－１やカペ
シタビンなどの新規経口剤が開発され、それらの優れた治療効果により５－FＵ系抗癌剤の有用性が再認識さ
れつつある。ｏｒotatephosphoribosyltransferase（OPRT）は５－FＵの活性化の律速酵素であることから、重
要な感受性規定因子となると考えられる。長い歴史を持つ５－FＵ系抗癌剤による化学療法においても、薬効
を事前に予測する有用なバイオマーカーやその検出系は未だ確立されていない。本研究は、OPRrタンパク
に対する特異的な抗体を用いた高感度な検出系を確立し、OPRT発現量の測定結果に基づいて５－FＵ系抗癌
剤の治療効果の予見の可能性と有用性について検討し、以下の成果を挙げた。
（１）３種の抗原ペプチドを用いて杭ヒトＯＰＲＴポリクローナル抗体（抗OPRT-A、ＢおよびＣ抗体）を
作製し、これらの抗体の特異的抗原認識性を確認した。臨床標本を用いて、腫瘍組織内のＯＰＲＴの局在性を
抗OPRT-C抗体を用いて検討した結果、腫瘍組織は正常組織に比較し、ＯＰＲＴを高発現していることを初
めて明らかにした。
（２）ヌードマウスの皮下に移植したヒト肺癌を用いて、腫瘍内OPRT酵素活性、５－FＵの標的酵素であ
るthymidylatesynthase活性、さらに分解酵素であるdihydropyrimidinedehydrogenase活性を測定し、こ
れらの活性値と５－FＵ系抗癌剤の効力との関連を検討した結果、ＯＰＲＴ発現量から５－FＵ系抗癌剤の効力が
予見可能であることが示唆された。
（３）抗oPRr-Aおよび‐Ｃ抗体を用いたサンドイッチELISA系を構築し、ヒト胃癌凍結標本における腫
瘍内ＯＰＲＴ酵素活性とELISA測定値が相関することを確認した。これにより、臨床研究に応用可能なＯＰＲＴ
測定系の確立が示された。
以上のように本研究では、本邦で最も汎用されている５－FＵ系抗癌剤の感受性予測因子を見出し、臨床応
用が可能な検出系を確立した。このような知見は薬物療法の適正な使用に今後大いに貢献するものと考えら
れ、本論文を博士（薬学）論文に値すると評価した。
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